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Resumo: O potencial terapéutico dos produtos do metabolismo secundario de
espécies vegetais tem sido alvo de pesquisas e desenvolvimento de produtos
farmaceuticos inovadores. O Brasil apresenta uma natureza exuberante, que se
destaca pelo grande ntmero de compostos bioativos com propriedades fisico-
quimicas de interesse cosmético e medicinal. O araca-vermelho (Psidium cattleyanum
Sabine) possui quantidades significativas de compostos fenolicos que oferecem
acoes antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas. No entanto, os compostos
fenodlicos possuem baixa estabilidade e incompatibilidade quimica, o que dificulta a
sua utilizagao em formula¢des convencionais. Uma alternativa inovadora é a utilizacao
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do 6leo essencial da espécie vegetal em nanoemulsdes, que sao caracterizadas como
dispersdes nanomeétricas, nas quais as goticulas oleosas (compreendidas na fase
interna) sao estabilizadas por um sistema de tensoativos, e contidas em um ambiente
aquoso (fase externa). Além disso, as nanoemulsdes possuem diversas vantagens em
relacdo aos sistemas tradicionais, onde a substancia ativa encontra-se livre, como:
aumento da estabilidade do principio ativo, aumento da eficacia e desenvolvimento
de caracterfsticas sensoriais diferenciadas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma nanoemulsiao contendo o 6leo essencial do araga-vermelho. As formulacoes
foram preparadas pelo método de emulsificagdao espontanea, seguido, ou nao, de
homogeneizacao por alta pressao, com o intuito de avaliar as melhores condi¢des de
preparacao. Além disso, as nanoemulsdes foram caracterizadas de acordo com o pH,
tamanho de goticula, potencial zeta e indice de polidispersao. As amostras submetidas
a técnica de emulsificacao espontanea apresentaram tamanho de goticula médio de
432,67 nm (+ 121,07), indice de polidispersao de 0,65 (+ 0,128) e potencial zeta de -24,63
mV (+ 0,6807), e, quando associado a homogeneizacao a alta pressao, apresentaram
tamanho de goticula médio de 230,23 nm (+ 3,81) indice de polidispersao de 0,316 (+
0,037) e potencial zeta de -21,57 mV (+0,1528). Desta forma, pode-se perceber que a
associagao dos métodos de emulsificagao espontanea e homogeneizacao a alta pressao
foram essenciais para a obten¢ao de nanoemulsdes com maior estabilidade que poderao
ser utilizadas no desenvolvimento de produtos farmaceéuticos.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Compostos fenodlicos. Tecnologia de cosméticos.
Oleos volateis. Compostos fitoquimicos.

1 INTRODUCAO

A busca por principios ativos naturais com o objetivo de diminuir
a produgao de residuos, conexdao com a natureza e a escolha de um estilo de
vida mais saudavel é uma forte tendéncia no mercado farmaceutico (Saretta;
Brandao, 2021). A natureza por sua vez, oferece substancias bioativas nas
mais diversas aplicagdes, cujo grande desafio dos pesquisadores consiste em
compreender este universo fitoquimico e elaborar produtos que alinhem a
tecnologia aos beneficios farmacologicos potenciais (Rocha et al., 2021).

O araga-vermelho (Psidium cattleyanum Sabine) é uma espécie vegetal
nativa do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae, conhecida popularmente
como araga, araga-do-mato, araga-vermelho, araga-do-campo, dentre outros
(Rocha et al., 2008; Fetter et al., 2010; Pereira et al., 2018). Além do seu potencial
nutricional, sendo uma fruta consumida in natura e sob a forma de geleias
e sorvetes, estudos relataram atividades antioxidante, antiproliferativa e
antimicrobiana (Medina et al., 2011; Pereira et al., 2018; Pereira et al., 2021). Além
disso, a atividade do araga-vermelho em inibir enzimas digestivas, faz deste
fruto também um potencial aliado no tratamento para a obesidade (Pereira et
al., 2021).

A alta atividade antioxidante desta espécie vegetal ocorre devido a
presenga de flavonoides, taninos, saponinas, antraquinonas e 6leos essenciais
(Biegelmeyer et al., 2011; Desoti et al., 2011; Jun et al., 2011; Medina et al.,
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2011; Muller et al., 2012). Estes sao misturas complexas de compostos volateis
lipofilicos, de baixo peso molecular, que compreendem principios ativos
responsaveis por diversas aplicagdes terapeuticas (Simbdes et al., 2004), onde
a atividade farmacologica depende de sua composigao quimica, a qual pode
diferir amplamente.

De modo geral, os 0leos essenciais sao pouco estaveis, principalmente
na presenga de ar, luz, calor, umidade e metais (Simoes et al., 2004; Kulkamp,
2009). Logo, a busca por sistemas mais estaveis que auxiliem na manutengdo de
suas caracteristicas é relevante. A nanotecnologia aplicada aos medicamentos
resulta em estruturas nanométricas (1x10° m) capazes de contribuir com a
atividade de alguns farmacos, solucionando, muitas vezes, problemas de baixa
solubilidade em agua, biodistribui¢do inespecifica e baixa biodisponibilidade
que acarreta em baixa concentragdao do principio ativo no sitio especifico
(Sawant, Torchilin, 2012; Dimer et al., 2013). Os nanocarreadores sdo capazes
de transportar o farmaco para um local de destino especifico para exercer
sua atividade terapéutica com o méaximo de seguranga (Dimer et al., 2013).
Além disso, sao capazes de proteger os ativos associados contra a degradagao
enzimatica, reduzindo, portanto, a dose terapéutica necessaria e o risco da
toxicidade dose-dependente (Lim, Banerjee, Onytiksel, 2012; Apolinario et al.,
2020).

2 REFERENCIAL TEORICO

As nanoemulsdes (NE) sao caracterizadas por serem dispersdes
coloidais monofasicas, de transparentes a leitosas, opticamente isotrdpicas e
cineticamente estaveis, compostas pela associagao de 6leo, agua, emulsionantes
e co-emulsionantes, obtendo tamanhos de goticulas inferiores a 100 nm (Nastiti
et al., 2017). Embora a literatura apresente tamanhos diferentes de goticulas
para as NE, tem-se referéencias de tamanhos entre 50 e 200 nm (Tadros et al.,
2004), e entre 20 e 500 nm (Forgiarini et al., 2001). As NE, embora possuam uma
boa estabilidade cinética, nao sao termodinamicamente estaveis, podendo estar
sujeitas a separagao de fases ao longo do tempo. Assim, as técnicas utilizadas
na obtengao de NE geralmente envolvem metodologias de alta e baixa energia
(Gupta et al., 2016).

Dentre as técnicas empregadas para a preparagao de NE, destacam-
se a microfluidizagao, a homogeneizagao a alta pressao e a sonicagdo, como
métodos de alta energia; e a emulsificagao espontanea e a inversao de fases
de temperatura, como métodos de baixa energia (Almeida, Teixeira, Koester,
2008).

O método de emulsificagao espontanea ocorre quando uma fase organica
e uma fase aquosa sao misturadas. A fase organica é uma solugao homogenea
de dleo, agente tensoativo lipofilico e solvente miscivel com agua; enquanto a
fase aquosa consiste em agua e um tensoativo hidrofilico. A adi¢ao da solugao
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Oleo-solvente na fase aquosa resulta na emulsificagdo das nanogoticulas da
fase oleosa, devido a instabilidade interfacial, este efeito é conhecido como
efeito Marangoni, originada da rapida difusao do solvente através da interface,
diminuindo, consequentemente, a tensao interfacial (Bouchemal et al., 2004).

Ja a homogeneizacdo a alta pressdao consiste em um método no
qual uma emulsao grosseira é forcada a passar, sob alta pressao, através de
um orificio de didmetro extremamente pequeno. Neste processo, ha um
aumento na velocidade que acarreta uma diminui¢ao da pressdo. A energia
liberada gera uma turbuléncia e as diferengas de pressao localizadas causam
o rompimento e consequente redugao no tamanho das goticulas. O emprego
de sistemas emulsionantes adequados, que estabilizem a nova interface
formada, é essencial. Este processo é vantajoso por permitir diferentes escalas
de produgao, entretanto, pode ser desfavoravel pelo fato dos custos envolvidos
nestes processos serem elevados (Almeida, Teixeira, Koester, 2008; Oliveira,
2008; Bruxel, 2012; Borrin, 2015).

Dentre as diferentes matérias-primas utilizadas na preparagao das
NE, os emulsionantes (tensoativos) desempenham um papel fundamental na
preparagao e estabilidade destes sistemas. Além disso, o equilibrio hidrofilo-
lipofilo (EHL) representa um sistema de classifica¢ao de tensoativos baseado
em parametros da solubilidade desses compostos em solventes polares e/
ou apolares e representa 0 maximo de estabilidade do sistema. No valor de
EHL requerido para NE, o tamanho do globulo & minimo, o que explica a
estabilidade do sistema (Zanin, 2002; Oliveira, 2008). Nas NE, a fase oleosa pode
ser constituida sobretudo por 6leos vegetais fixos ou volateis e normalmente &
estruturada com base na solubilidade do farmaco (ou substancia bioativa) a
ser veiculado, na sua estabilidade, bem como na estabilidade da formulagao
desenvolvida. No presente trabalho, além do 6leo essencial de araga-vermelho,
utilizou-se na fase interna da goticula o 6leo de melaleuca como solubilizante
oleoso devido as suas atividades antibacteriana e anti-inflamatoria. O 06leo
de melaleuca é um liquido limpido que apresenta odor distinto, rico em
monoterpenos, sendo que, dentre seus mais de 100 componentes, o mais
abundante é o terpinen-4-ol, que compde aproximadamente 40% do Oleo.
Estudos realizados com este 6leo mostraram efetividade frente a diversas
patologias, dentre elas acnes superficiais e candidiase oral (Forrer et al., 2013).

As NE, por serem sistemas dispersos, apresentam instabilidade fisico-
quimica, portanto, a sua caracterizagao constitui uma importante ferramenta
na avaliagao de sua estabilidade. De acordo com a literatura, os testes para
caracteriza¢ao das NE incluem a determinagao do tamanho médio das goticulas,
indice de polidispersao (PDI), potencial zeta e pH. Na determina¢ao do tamanho
médio das goticulas avalia-se o diametro das mesmas. A homogeneidade
de tamanho entre as goticulas (indice de polidispersao) avalia a presenca de
populacdes com diferentes tamanhos de goticulas na mesma formulagao.
Alteragdes destes resultados podem sugerir uma tendéncia a formagao de
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agregados, precipitacdo ou sedimentagdao das goticulas que compdem o
sistema (Junior, 2011). Valores de PDI inferiores a 0,3 indicam homogeneidade
entre o tamanho das goticulas; enquanto valores superiores a 0,3 indicam falta
de uniformidade, podendo acarretar processos de unificagao das goticulas e
posterior separacao de fases (Alves et al., 2007; Vargas, 2010). O potencial
zeta estima a carga superficial residual das goticulas dispersas em um campo
carregado, através da mobilidade eletroforética. Um elevado valor de potencial
zeta em modulo (> 30 mV) mostra-se imprescindivel para a estabilidade fisico-
quimica das NE, uma vez que, forgas repulsivas tendem a evitar fendbmenos de
instabilidade como floculagdo e/ou cremagao. Quanto maior o potencial zeta,
em modulo, mais provavel que a suspensao esteja estavel, pois as goticulas
carregadas se repelem umas as outras e essa forg¢a supera a tendéncia natural
de agregacdo (Franzol, Rezende, 2015).

A determinag¢ao do pH da NE, serve como indicativo para a ocorrencia
de reagdes quimicas que podem comprometer a qualidade do produto final.
No caso de emulsdes formadas com 06leos vegetais, a diminui¢ao do pH pode
ser decorrente da hidrolise dos ésteres de acidos graxos, que originam acidos
graxos livres. Estes acidos, reduzem o valor de pH das formulag¢des, podendo,
portanto, ser empregados como indicadores de estabilidade das NE frente a
diferentes condi¢des de armazenamento (Oliveira, 2008).

Considerando as propriedades acima destacadas, o objetivo deste
trabalho foi preparar e caracterizar uma NE contendo ¢leo essencial de araga-
vermelho (Psidium cattleyanum Sabine), por emulsificagdo espontanea e avaliar
a influéncia do método de tratamento utilizado nas caracteristicas fisico-
quimicas das formulagdes obtidas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengao e caracterizagao do 6leo de araga-vermelho

As amostras dos exemplares de coleta das folhas foram entregues ao
Herbario da Universidade de Caxias do Sul (UCS) para identificagdo botanica,
recebendo o nimero de identificacao HUCS 40753 e a identificacao de Psidium
cattleyanum Sabine. O 0leo de araga-vermelho (Psidium cattleyanum Sabine)
foi obtido a partir de extragao por hidrodestilagao, utilizando aparelho de
Clevenger®, pelo método citado por Mechkovski e Akerele (1992).

A caracterizagao do dleo, para identificagao dos compostos majoritarios,
foi realizada por meio de cromatografia gasosa (Varian CP- 3800), conectado
a um detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, e equipado
com software HP Chemstation e especroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna
capilar de silica fundida HP-5MS (30 m x 250 pm) e 0,50 pm de espessura do
filme. A metodologia foi adaptada de Santos, Martendal e Carasek (2009), em
que a rampa de temperatura do forno inicia a 60 °C (8 minutos), seguindo para
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180 °C a 3 °C /minuto e 20 °C/minuto até 230 °C. As temperaturas do injetor e
interface foram, respectivamente 220 °C e 250 °C; a razao de split foi de 1:100; o
gas de arraste utilizado foi hélio (56 Kpa); com fluxo de 1 mL/min; e energia de
ionizacao 70 eV.

3.2 Preparagao das NE contendo 6leo de aragca-vermelho (NE-OA)

As NE contendo 6leo de araga-vermelho, NE-AO, foram preparadas
através do método de emulsificagao espontanea, conforme metodologia citada
por Oliveira (2008), sendo demonstradas nas Tabelas 1 e 2. A fase oleosa foi
composta por dleo de melaleuca (INCI name: Tea tree oil - Melaleuca alternifolia
- Fornecedor: CosmeTrade Insumos Farmaceuticos e Cosméticos) e o 0leo
essencial obtido das folhas do araga-vermelho (INCI name: Aragi oil - Psidium
cattleyanum Sabine) obtido pelo processo de hidrodestilagdo citado no item
3.1, no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (UCS).
Além disso, empregou-se o tensoativo monoestearato de sorbitano (Span60°®,
Fornecedor: Polytechno Indastrias Quimicas) de EHL 4,7, e propanona
(Fornecedor: Vetec Quimica Fina). A fase aquosa foi composta por monooleato
de polioxietileno sorbitano (Tween80®, Fornecedor: All Chemistry do Brasil) de
EHL 15,0, e agua (obtida por processo de destilagao no Laboratorio de Controle
de Qualidade de Medicamentos e Cosmeéticos da Universidade de Caxias
do Sul (UCS)). Para a preparagao das NE, ambas as fases foram aquecidas
separadamente, a aproximadamente 75 °C + 2, e em seguida a fase aquosa
foi vertida sobre a oleosa, lentamente, sob agitagao vigorosa, até atingir a
temperatura ambiente. Utilizou-se para agitacdo, o aparelho Ultra Turrax IKA
T18 Basic, a uma velocidade de 6.000 rpm, durante 15 a 20 minutos.

Para o calculo das quantidades de tensoativos hidrofilico e lipofilico
necessarios para a obtengao de cada valor do equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL)
da NE foi utilizada a equagdo a seguir, de acordo com Griffin (1949):

EHLgs, = (EHL, X 0,01 X A+ EHLy X 0,01 XB)

Onde EHL,_, & o valor de EHL resultante das misturas de tensoativos,
onde A é a porcentagem do tensoativo hidrofilico; e B a porcentagem do
tensoativo lipofilico, em que A + B= 100.

Muitos dleos vegetais nao possuem valores de EHL determinados e sua
classificagao pode variar amplamente em fun¢ao da composigao individual de
cada 0Oleo. Para tanto, utilizou-se como referéncia o fato de que os valores de
EHL dos 6leos essenciais em geral encontram-se na faixa de 6,0 a 12,0 (Zanin et
al., 2002), e entdo, calculou-se a composi¢ao das formulagdes a partir da média
destes valores, com EHL igual a 9,0.
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Tabela 1 - Composi¢ao das formulagdes das nanoemulsdes contendo o6leo
essencial de araga morfotipo vermelho com e sem a adi¢dao de solvente organico
(propanona)

Volume
Amostra | OM'| OA? | Tween80® | Span60®* | Propanona | Agua Final*

ina
NEOA1 3% [0,1% 0,52% 0,73% - 250mL | 10,0 mL

NEOA 2 3% |0,3% 2,09% 2,91% 10,0mL | 20,0 mL | 10,0 mL
NEOA 3 3% |0,1% 2,09% 2,91% 100mL | 20,0 mL | 10,0 mL
NEOA 4 3% |0,5% 2,09% 2,91% 100mL | 20,0mL | 10,0 mL
NEOA 5 3% |0,5% 1,25% 1,75% 100mL | 20,0 mL | 10,0 mL

Legenda: 'Oleo melaleuca; *Oleo essencial de araga; Monooleato de polioxietileno sorbitano
(Tween80®); “Monoestearato de sorbitano (Span60®).

*Volume apos evaporagao

** Formulagao NEOA 1 foi evaporada adgua para ajuste de concentragao do OE

A evaporagao foi realizada com o proposito de remogdo do solvente
organico e ajuste de concentragdo de 6leo essencial de ara¢a (OA) nas NE.
Ao final deste processo a concentragao de OA nas formulagdes foi a seguinte:
NEOA 1 e NEOA 3 (0,01 mg/ml), NEOA 3 (0,03 mg/mL e NEOA 4 e NEOA 5
(0,05 mg/mL).

Apbs a preparagao, as amostras foram acondicionadas em frasco ambar e
posteriormente submetidas ao tratamento por homogeneizagao de alta pressao,
utilizando o equipamento EmulsiFlex-C3®, Avestin, Canada, 6 ciclos, 750 bar,
a 10.000 psi, obtendo assim as NE. Todas as amostras foram preparadas em
triplicata.

3.3 Caracterizac¢ao das formulagoes

3.3.1 Determinagao de pH

O valor de pH, definido como a medida da atividade do fon hidrogéenio
de uma solugdo foi realizado em triplicata, por meio de um pHmetro digital,
marca Micronal B474, previamente calibrado, a aproximadamente 20 °C,
conforme Farmacopeia Brasileira 5* edi¢ao (Anvisa, 2010).

3.3.2 Determinagao do tamanho de goticula e indice de polidispersao

O tamanho de goticula e o indice de polidispersao (PDI) foram medidos
em triplicata por espalhamento de luz dinamico, a uma dilui¢ao de 10,0 pL
da amostra em 10,0 mL de agua ultrapura, com o auxilio do equipamento
Zetasizer® Nanoseries ZN90, Malvern Instruments, Worcestershire, RU.
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3.3.3 Determinagao do Potencial Zeta

A determinagao do potencial zeta foi realizada em triplicata por
espalhabilidade de luz eletroforética, utilizando o mesmo instrumento
mencionado na determinag¢ao do tamanho de goticula e indice de polidispersao,
apos dilui¢ao de 10,0 uL da amostra em 10,0 mL em NaCl (1 mM) filtrado em
filtro de 0,45 pm.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a caracterizagao do dleo essencial de ara¢a foi utilizado um banco de
dados informatizado contendo informagoes ja existentes na literatura a respeito
de um grande nimero de substancias conhecidas (HP Chemstation e espectroteca
Wiley 275), obtendo o cromatograma e as informagdes apresentadas na Figura 1
e Tabela 1. Dessa forma, pode-se observar como compostos majoritarios do 6leo
essencial 1,8-cineol (33,78%), seguido alfa-terpineol (6,10%) e por alfa-limoneno
(5,38%). Os resultados deste estudo, no entanto, corroboram com outro estudo
no qual o composto 1,8-cineol (eucaliptol) foi um dos compostos majoritarios
do oleo essencial de folhas do araga-vermelho (Rocha, 2019). Este achado é
importantissimo, pois o 1,8-cineol possui acao antioxidante, anti-inflamatoria
(Zhao et al., 2014), tendo aplicabilidade para tratar doengas cardiovasculares,
problemas digestivos, doengas respiratorias e mal de Alzheimer, embora sua
baixa estabilidade, restrinja a aplicag¢ao clinica (Hoch et al., 2023).

Figura 1. Espectro de Cromatografo Gasoso acoplado a espectrometria de
massas (CG-MS) do oleo essencial de araga (Psidium cattleyanum Sabine),
morfotipo vermelho.
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Tabela 2 - Composic¢ao quimica da fragao enriquecida de B-cariofileno obtida
por CG/MS, com os respectivos nomes dos compostos, tempos de retengao,
indices de reten¢ao e concentragoes.

Pico Tempo de Retengio Concentragio indice de Retenciio Nome do composto
(min) (%) {(LPTRI)
1 6,054 0,105 960 Thuja-2.4-dieno*
2 6,252 0,473 963 1,4-etil-metil-benreno®

Na primeira formulagao testada com 6leo de araga (NEOA 1), nao foi
adicionado solvente organico (propanona) em sua composi¢ao, com o intuito
de evitar o uso deste componente devido a sua toxicidade e impacto ambiental
(Tabela 1). Com o objetivo de avaliar o impacto dos métodos de preparagao das
NE, foram realizados os testes de caracterizagao de tamanho de goticula, PDI e
potencial zeta em duas condi¢gdes: uma apenas com o processo de emulsificagao
espontanea (NEOA 1) e outra com a associagdo dos métodos de emulsificagao
espontanea seguido de homogeneizagao a alta pressao (NEOA-H 1) cujos
resultados estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados dos testes de caracterizagao da formulagao proposta
da nanoemulsao de 0leo de aragad (Psidium cattleyanum Sabine - Myrtaceae)
morfotipo vermelho: Tamanho de Goticula (nm), Indice de Polidispersao (PDI)
e Potencial Zeta (mV) testada sem o uso de solvente organico.

Identificacgao da Amostra Tamanho de Goticula (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
NEOA 1 432,67 |+ 121,07 0,650 | = | 0,128 -24,63 + | 0,6807
** NEOA-H 1 230,23 | = 3,81 0,316 | = | 0,037 -21,57 +| 0,1528

* Amostra NEOA 1 antes do processo de homogeneizacao
** Amostra NEOA-H 1 ap6s processo de homogeneizacao

A partir dos resultados apresentados na Tabela 3, é possivel identificar
a formacao de um sistema nanoemulsionado utilizando o 6leo essencial de
araga sem a adi¢ao de solvente organico, a NEOA 1, uma vez que o tamanho
de goticula obtido é compativel com o que a literatura preconiza para as NE
(Anton, Benoit, Saulnier, 2008; Chime, Kenechukwu, Attama, 2014). Entretanto,
sabe-se que as NE com diametro de globulos inferiores a 100 nm sao mais
estaveis e podem apresentar maior biodisponibilidade do ativo associado, e
assim, justifica-se a necessidade da utilizagdo de um método associado para
a formacao das NE. Conforme verificado na Tabela 3, a NEOA 1 apesar de
apresentar um tamanho de particula compativel com a escala de uma NE,
pode sofrer processo de coalescéncia, por apresentar resultados superiores a
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100 nm e um elevado PDI (0,650) indicando uma falta de uniformidade entre o
tamanho das goticulas.

Ja para a formulagago NEOA-H 1, apesar de possuir um tamanho de
particula um pouco superior a 100 nm, este foi reduzido pela metade quando
comparado com o NEOA 1, além de reduzir o valor de PDI (0,316) indicando
uniformidade entre o tamanho das particulas. A partir da avaliagao dos
resultados, percebe-se que o processo de homogeneizagao a alta pressao foi
bastante benéfico para a NE. O indice de polidispersao refere-se a uniformidade
de distribui¢ao dos tamanhos de goticulas, em que quando menores que 0,7
indicam homogeneidade no tamanho das goticulas e quando menores que
0,2, de acordo com as especificagdes do fabricante Malvern, indicam amostras
monodispersas (Ourique et al., 2010).

O potencial zeta, decorrente da presenga, principalmente, dos
tensoativos, indica a carga residual superficial da goticula, estando diretamente
relacionado a repulséo eletrostatica entre os globulos dispersos proximos. Neste
caso, o valor foi negativo, sendo um bom indicador de repulsdo das goticulas e
estabilidade da NE. Este resultado foi melhor evidenciado na formulagao que
nao sofreu o processo de homogeneizagao, entretanto, ambos os resultados se
situam abaixo do limite considerado ideal para NE (-30mV). Todavia, o desvio
padrdo desse teste diminuiu consideravelmente, demonstrando que o processo
de homogeneizacéo a alta pressao realmente é eficaz na formagao de goticulas
diminutas e de tamanhos semelhantes. O método de homogeneizacdo de alta
pressao ja foi utilizado no preparo de NE de 6leo de laranja em agua (Kourniatis
et al., 2010), e para a obten¢ao de NE de 0leo de oliva (Yukuyama, 2017).

Para fins de comparagdo e visando a obten¢ao de formulagdes com
caracteristicas fisico-quimicas mais estaveis, novas formula¢des foram
propostas. Modificou-se a concentragao do oleo essencial de araga-vermelho
e dos tensoativos, bem como optou-se pela adi¢ao de propanona (solvente
organico) a formulagao. O solvente organico tem por objetivo melhorar a difusao
das goticulas na agua, de maneira que os constituintes destas goticulas, por
nao serem soltveis em agua, se auto estruturam em uma fase dispersa (Klein,
2013). O preparo seguiu a metodologia descrita anteriormente, adicionando a
técnica de evaporagao do solvente em rota-vapor e ajuste de volume, quando
necessario.

Macroscopicamente, todas as formulagdes apresentaram
homogeneidade de contetido apds 24 horas de preparagao. Os testes de
caracterizagao preconizados por este estudo, como tamanho de goticula, PDI e
potencial zeta foram realizados com todas as novas formulagdes. A composigao
das formulagbes preparadas esta descrita na Tabela 1. As amostras foram
submetidas a homogeneizagao por alta pressao, tendo em vista os resultados
obtidos nos testes precedentes a homogeneizagdo e a busca por uma formulagao
mais estavel. Os resultados dos testes antes e apos homogeneizagao estao
listados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4 — Resultados dos testes de caracterizagao da formulagao proposta
da nanoemulsdo de oleo de araca (Psidium cattleyanum Sabine) morfotipo
vermelho: Tamanho de Goticula (nm), Indice de Polidispersao (PDI) e Potencial
Zeta (mV) testada com o uso de solvente organico antes de serem submetidas
ao processo de homogeneizagao realizadas em triplicata

Identificagao da Amostra | Tamanho de Goticula (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
NEOA 2 54940 + |71,84 0,926 + (0,095 -21,67| + |0,3055
NEOA 3 666,15 + (169,92 0,819| + (0,080 -28,40| + [0,3464
NEOA 4 887,95 + (442,72 0,922 + (0,068 -27,37| = (0,6658
NEOA 5 773,80 = |44,12 0,896 + (0,145 -23,07| = [0,5033

Observando a composi¢ao das formulagoes NEOA 2 e NEOA 3
percebe-se que apenas o ajuste do volume final da evaporagao foi realizado,
concentrando mais os tensoativos, de 69,67 g/L para 209 g/L, respectivamente.

Na formulagado NEOA 3 o tamanho das goticulas aumentou quando
a concentragao final da formulagao também aumentou, elevando, também, o
desvio padrao associado. Entretanto, o PDI se contrapde, na medida em que
diminuiu em relagao a NEOA 2. O potencial zeta aumentou quando houve
maior homogeneidade de tamanho das goticulas. Esse parametro demonstra
a carga eletrostatica superficial das goticulas, a qual provém da dissociagao de
grupos funcionais do polimero, ou pela adsor¢ao de espécies idnicas presentes
no meio aquoso do sistema (Franzol, Rezende, 2015), concordando com estudos
apresentados pela literatura, ja que, em modulo, um valor relativamente alto de
potencial zeta representa uma boa estabilidade de NE, assim como tamanhos
diminutos de goticulas dispersas. E possivel inferir que um aumento na
concentragdo de tensoativos na formulagao foi satisfatorio para obtengao de um
sistema com PDI e potencial zeta mais adequados.

A formulagao NEOA 4 foi produzida com metade da concentragao de
Oleo essencial de araga-vermelho utilizada nas anteriores, NEOA 2 e NEOA
3, tendo o mesmo volume final que a iltima. Os resultados, entretanto, nao
foram satisfatorios, tendo apresentado tamanho de goticulas e desvio padrao
maiores, assim como o PDI, o qual caracteriza a amostra sem homogeneidade
no tamanho das goticulas. Entende-se que uma maior concentragao de oleo
essencial auxilia nas propriedades ideais da formula¢ao, podendo abranger
maiores faixas de trabalho. Contudo, nessas condigdes, a toxicidade do 6leo
deve ser rigorosamente avaliada.

Percebe-se que as duas formulagdes que utilizaram concentragao de
oleo essencial de araga mais elevada (0,5%) (NEOA 4 e NEOA 5), apresentaram
tamanhos de goticulas maiores, sendo que a NEOA 4 apresentou desvio
padrao extremamente elevado (+ 442,72). Das tres amostras preparadas com o
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mesmo volume final, a que apresentou os melhores resultados foi a NEOA 3,
com menor tamanho de goticula e PDI, assim como maior carga de superficie
residual indicando repulsao entre as goticulas. E importante verificar que os
acidos graxos poderiam atuar como co-emulsionantes, agindo como um fator
de estabilidade da formulagao, esse efeito foi observado em formulagdes com o
0leo de mamona (Jumaa; Muller, 1998).

A amostra NEOA 5 foi calculada com porcentagem de tensoativos de
apenas 3%, visando menor incorporagao destes, que podem ser irritantes ou até
mesmo toxicos aos seres humanos quando em altas concentragdes. De acordo
com estudos de Oliveira (2008), quanto menor a concentragdao de tensoativos
utilizados na formula¢ao, maiores serao as goticulas, fato que se comprova
neste estudo, ja que a formulagao NEOA 5, apresentou tamanho de goticula
maior do que todas as formula¢des preparadas.

Apds o processo de homogeneizagao a alta pressao, melhores resultados
foram evidenciados em todas as amostras, cabendo ressaltar que apods o
processo de homogeneizac¢do as amostras NEOA-2, NEOA 3, NEOA 4, NEOA
5 foram denominadas de NEOA-H 2; NEOA-H 3; NEOA-H 4; NEOA-H 5,
respectivamente conforme tabela abaixo:

Tabela 5 — Resultados dos testes de caracterizagao da formulagao proposta
da nanoemulsao de oleo de aragad (Psidium cattleyanum Sabine - Myrtaceae)
morfotipo vermelho: Tamanho de Goticula (nm), Indice de Polidispersao (PDI)
e Potencial Zeta (mV) testada com o uso de solvente organico apds serem
submetidas ao processo de homogeneizag¢ao

Identifica¢ao da Amostra Tamanho de Goticula (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
NEOA-H 2 191,97|+ (3,92 0,378|+ 10,024 -28,57|+ (0416
NEOA-H 3 268,77|+ 25,90 0,444|+ 10,068 -31,70|+ |1,664
NEOA-H 4 220,27|+ |2,70 0417|+ 10,019 -31,90|+ (0,361
NEOA-H 5 185,10|+ |7,85 0,428(+ 10,005 -32,40|+ (1,852

Em comparagao com os resultados anteriores, a amostra NEOA-H 3,
nao se manteve com os melhores resultados, pelo contrario, apresentou a maior
média de tamanhos de goticulas e desvio padrao relacionado, assim como o
maior resultado de PDI, sendo substituida pela amostra NEOA-H 5, com os
melhores resultados no quesito média de tamanho de goticulas. Entretanto,
nao apresentou a melhor homogeneidade de goticulas, quando comparada
a NEOA-H 2, com o menor valor de PDI. Nenhuma destas obteve indice de
polidispersao dentro dos valores ideais para amostras monodispersas, entre 0,3
e 0,2 conforme especificagoes do fabricante. Todavia, indicam homogeneidade
no tamanho das goticulas e tiveram seus potenciais de superficie aumentados
para valores acima do desejado, > 30mV, conforme Oliveira (2008). Quando
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amostras muito concentradas sao submetidas a homogeneizagao muitas vezes
a eficiencia do equipamento pode diminuir devido a possiveis entupimentos,
isto ndao ocorreu durante o processo de homogeneiza¢ao da amostra NEOA-H
3, mas considerando esta ser a amostra com maior concentracao de solidos,
pode-se sugerir que a eficiencia na redugdao do tamanho dos globulos tenha
diminuido nesse caso.

A partir da analise destes testes pode-se observar que tanto as amostras
produzidas sem solvente organico, quanto as que o utilizaram em sua
composi¢ao, nao alcangaram resultados ideais nos parametros de caracterizagao
testados, quando apenas preparadas pelo método de emulsificagao espontanea,
sendo necessario o acréscimo de uma etapa extra no processo de produgao, a
homogeneizagédo de alta pressao.

A utilizagao do solvente organico na produgao das NE deve ser avaliada,
pois, como se pode identificar, a amostra NEOA 1, produzida sem solvente,
apresentou melhores resultados mesmo antes do processo de homogeneizagao,
quando comparada com a amostra correspondente, NEOA 2, a qual utilizou
solvente. A média do tamanho de goticulas foi inferior, entretanto, os valores
de desvio padrdao foram maiores quando nao havia a presenga do solvente,
indicando goticulas de diversos tamanhos. Dessa forma, entende-se a
importancia da utilizagao do solvente no preparo de NE pela homogeneidade
de tamanho de goticulas. O indice de polidispersdo foi maior na amostra com
solvente organico, que também apresentou tamanho de goticulas maiores.

Apds o processo de homogeneizagao de alta pressao, os melhores
resultados foram apresentados pela amostra NEOA-H 2 (0,1% de 6leo de araga;
5,0% de tensoativos) quando comparados a NEOA-H 1 (0,1% de 6leo de araga
e 1,25% de tensoativos), apresentando o menor valor na média de tamanhos
de goticulas e um resultado maior nos valores de potencial zeta, aumentando
as chances de se evitar processos de instabilidade da NE pela maior repulsao
entre as goticulas dispersas.

Assim, a avaliagao risco/custo-beneficio deve ser considerada, ja que
a auséncia do uso de solventes organicos seria o ideal, pelo risco de irritagao
e toxicidade que estes compostos podem proporcionar e a utilizagao de uma
etapa extra no processo de produgao da NE acarreta custos maiores para se obter
melhores resultados. Salienta-se também os Principios da Quimica Verde, onde
encontra-se a recomendagao para a nao utilizagdo de solventes organicos ou a
se evitar solventes e auxiliares se possivel; ou mesmo buscar outras alternativas
que sejam mais seguras, embora grande parte da indtstria farmacéutica ja
esteja avaliando varios critérios de impacto ambiental na escolha dos solventes
(Pinto, Ribeiro, Machado, 2019). Vale destacar também que o desenvolvimento
de solventes alternativos que causem menor impacto ambiental e menos riscos
a satide & uma area da quimica que estd em desenvolvimento, com opgdes
interessantes (Penido, Nunes, Santos, 2022). De uma forma geral, o processo de
homogeneizacédo a alta pressao se mostrou efetivo, pois a pressao empregada
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durante o processo de homogeneizacao diminui as goticulas e torna seus
tamanhos mais homogeéneos, favorecendo o preparo de NE mais estaveis e
comprovando a efetividade deste método.

Os valores de pH foram verificados em triplicata e os resultados
sao apresentados na Tabela 6. Os resultados demonstram que uma maior
concentragdo de dleo essencial eleva a média do pH da formulagao, o que é
condizente com o esperado, ja que compostos lipofilicos tendem a apresentar
maior basicidade em decorréncia de sua estrutura.

Tabela 6 — Resultados das leituras dos valores de pH das formulag¢des propostas
da nanoemulsao de oleo de aragad (Psidium cattleyanum Sabine - Myrtaceae)
morfotipo vermelho realizadas em triplicata

NEOA 2 NEOA 3 NEOA 4 NEOA 5
Média 6,19 + 0,03 6,21 + 0,02 5,92 +0,03 5,93 +0,02

CONCLUSAO

Considerando os resultados dos testes realizados percebe-se claramente
que o emprego do processo de homogeneizagao a alta pressao se fez essencial
para a obtencao de caracteristicas viaveis destas NE. Sabendo que esta técnica
ainda é onerosa, deve-se avaliar o emprego desta forma farmaceutica, ja que a
utilizagao de solventes organicos na produgao das mesmas deve ser considerada,
sendo potencialmente eficaz no processo produtivo. Mais estudos fazem-
se necessarios com alteracbes nas formulacgdes e avaliagao da estabilidade,
mas este trabalho apresenta indicativos importantes na metodologia a ser
utilizada na obten¢ao de NE do 6leo essencial de araga-vermelho. O caminho
no desenvolvimento de formula¢des nano é desafiador, mas as vantagens
potenciais que as NE apresentam, justificam o empenho no desenvolvimento
destes produtos farmaceuticos inovadores.
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